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Die Erfindung betrifft neue Nukleinsaure- und Aminosauresequenzen des humanen T-Zellrezeptors und 
deren Verwendung fur die Diagnostik und Therapie des autoimmunen Typ I Diabetes mellitus. 

Der Typ I Diabetes mellitus ist nach heutigen Erkenntnissen eine Autoimmunerkrankung, die durch eine 
gezielte Zerstorung der Insulin-produzierenden /3-Zellen der Langerhans-lnseln im Pankreas verursacht 
wird. Es gibt Hinweise, daS diese Zerstorung durch autoreaktive T-Lymphozyten vermittelt wird, die mit 
spezifischen "Betazellen-Selbstpeptiden" (Autoantigenen) reagieren. 

Die Bindung der T-Zellen an Autoantigene wird uber den T-Zellrezeptor vermittelt. Das B.ndungsreper- 
toire von T-Zellrezeptoren wird durch positive und negative Selektion uber eine Reaktion m.t Selbst- 
Peptiden bestimmt, die an Molekule des Major Histocompatibility Complex (MHC) gebunden smd (Dav.es 
und Bjorkmann (1988), Nature 334: 395). Bei humanen Autoimmunkrankheiten, wie etwa der Multiplen 
Sklerose, der rheumatoiden Arthritis und autoimmunen Schilddrusenkrankheiten wurde em defin.ertes TCR- 
Repertoire in Lymphozyten gefunden, welche die betroffenen Organe infiltrieren (Oksenberg et al. (1990), 
Nature 345- 344; Paliard et al. (1991), Science 253: 325; Davies et al. (1991), N. Engl. J. Med. 325: 238). 

Beim autoimmunen Typ I Diabetes mellitus gibt es nur wenige Untersuchungen Gber das TCR- 
Repertoire in Insel-infiltrierenden Lymphozyten. da Pankreasgewebe nur sehr schwer erhaltlich ist. Yamaga- 
ta et al ((1993), Autoimmunity 15: 52) beschreiben eine dominante Verwendung von TCR-V«4- und Va6- 
Gensegmenten in Pankreasbiopsien bei Typ I Diabetes-Patienten. Trucco et al. ((1993), Diabetes 42: Suppl. 
1 4a) beschreiben eine prominente Expression des TCR-V/37-Gensegments in T-Zellen, d.e aus den 
Langerhans-lnseln eines an Typ I Diabetes verstorbenen Kindes isoliert wurden. Weitere Untersuchungen 
des TCR-V/3-Repertoires in peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) von Diabetes-Patienten im 
Fruhstadium (Kontiainen et al. (1991), Clin. Exp. Immunol. 83: 347; Wong et al. (1993). Autoimmunity 15: 
52) oder bei Zwillingen (Malhotra et al. (1992), Immunol. 149: 1802) zeigten keine Assozuerung m.t e.ner 
der untersuchten V^-Gen-Familien. 

Ein Grund fur das bisherige Scheitern, definierte Muster der TCR-Verwendung in penpherem Blut von 
frisch diagnostizierten Typl Diabetes-Patienten zu identifizieren, kann darin bestehen, dafi die T-Zellen e.ner 
Reihe von verschiedenen Autoantigenen ausgesetzt sind, die wahrend des Krankheitsverlaufs auftreten. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand somit darin, Nukleinsaure- und Aminosauresequen- 
zen von T-Zellrezeptoren bereitzustellen, die mit Autoantigenen aus 0-Zellen der Langerhans-lnseln spezi- 

, ^^VrflndungsgemaB wurde diese Aufgabe gelost durch Isolierung von T-Zellklonen aus einem Patienten 
mit Typ I Diabetes, die spezifisch mit Betazell-Membranfragmenten reagieren, und Best.mmung der 
Nukleinsaure- und Aminosauresequenz der T-Zellrezeptormolekule in diesen Klonen. Insbesondere wurden 
CDR-3-Regionen der a- und /3-Ketten der T-Zellrezeptoren bestimmt, bei der es sich vermutlich genau um 
die Region im T-Zellrezeptor handelt, die mit dem erkannten Antigen interagiert. 

i Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit eine Nukleinsaure. die fur einen Abschnrtt aus der 
CDR3-Region einer Kette eines humanen T-Zellrezeptors codiert, umfassend: 

(a) eine der in SEQ ID NO. 1 - 6 dargestellten Nukieinsauresequenzen, 

(b) eine Nukleinsauresequenz, die einer der Sequenzen aus (a) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entspricht, oder 

3 (c) eine Nukleinsauresequenz, die eine Homologie von mindestens 80 % zu einer Nukleinsauresequenz 
aus (a) oder/und (b) aufweist. ^„ 
Die in SEQ ID NO 1-6 gezeigten Nukleinsaure- und Aminosauresequenzen sind Bereiche aus den 
CDR3-Regionen der T-Zellrezeptoren aus den gefundenen T-Zellklonen. SEQ ID NO. 1 bzw. SEQ ID NO. 4 
stammen aus der a- bzw. 0-Kette des Klons K2.12. SEQ ID NO. 2 bzw. SEQ ID NO. 5 stammen aus der a- 
5 bzw. /3-Kette des Klons K2.16. SEQ ID NO. 3 bzw. SEQ ID NO. 6 stammen aus der a- bzw. 0-Kette des 

^^Neben den in SEQ ID NO. 1-6 dargestellten Nukieinsauresequenzen oder diesen Sequenzen im 
Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechenden Nukieinsauresequenzen umfaSt die 
vorliegende Erfindung auch solche Nukieinsauresequenzen, die eine Homologie von mindestens 80 /<>, 
i 0 vorzugsweise von mindestens 90 % zu einer der oben genannten Sequenzen aufweisen. 

Vorzugsweise enthalt die erfindungsgemaBe Nukleinsaure noch ein oder mehrere weitere Nukleotide 
und codiert fur eine vollstandige CDR3-Region einer Kette eines humanen T-Zellrezeptors. Besonders 
bevorzugt enthalt sie . a 

(a) eine der in Fig. 1 dargestellten Nukieinsauresequenzen, in der die CDR3-Regionen der a- und p- 
ss Ketten der gefundenen T-ZellkloneK2.1 2, K2.16 und K2.4 vollstandig gezeigt sind, 

(b) eine Nukleinsauresequenz, die einer der Sequenzen aus (a) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entspricht, oder 
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-^jsssszst- * 8ine Homolo9ie vo - mindestens 80 % - *- 

" v £ ,„ i »„?n , J°^ B ? rffl ." ,unk,l0 ™ ltes °«** <*w Kette eines humanen T-Zellrezeptors- Im Sinne der 
h^!n!n ? 7 ? "V" P0 ' VPePtid ZU versl9hen ' das ™»">™n mil dsr komplementarl kZ des 
humanen T-Zelljezeptors (Oder einem Derive. einer solchen Kette) ein T-ZM^Lo^Zte^ 

^^^^^^^^^^^^ 

Lrteraturstellen wird hiermit ausdrucklich Bezug genommen °escnr.eDen. Auf diese 

25 fun^ZlTn^Tf 9 ^ 86 Nuk,einsaure fQ < °™ -Kette eines humanen T-Zellrezeptors Oder eines 
laentamilien V«1, V<*5 oder Va12, insbesondere Va1.3a, Va5.1 Oder V<*121 Weitarhin *>nth a it a n a- 

Ke J^ T Ze^ns K? iT * * ^ Va13a Und ^Gensegmenten kombiniert. Die 

Kette des T-Zellklons K2.12 wurde aus V/J8.1 und J01.5, die des Klons 2.16 aus V/J16 1 und J/92 3 und die 
35 des Klons K2.4 aus V09.2 und J02A Gensegmenten kombiniert. Angaben zu den ^rtotal? 

al j£i?l JTJS ■ of . VerS,tV Pr6SS (1 " 2): fUr Va51 und J " 08 bei Roman-Roman et 

e i (1986) ; i rz?-,£ s r ,j b 2 - 1 bei sim et ar < 1984) - Nature 312: 7711 fur j ° g 

<n «l vil ^ v P " 64: 9 ° : fUr JaAB11 b6i Klein et aL < 1987 >- Pr °c- Na«- Acad. Sci. USA 84- 6884- 

21 935 fuXfeT^ l 0984 !' ?^Lf 8: 1451 V592 b9i F6rradini 6t al " < 19£ »>' Eu" J 12 
^1. 935, fur V016.1 bei Kimura et al. (1986), J. Exp. Med. 164: 739 und fur JS bei Tovonaoa et al mqm 
Proa Nat.. Acad. Sci. USA 82: 8624. Auf diese Literaturstellen wird ausdrucklich T^eZln ( ' 
erfindLTnlm^ m"^-' 8 ' VOrlie 9 enden Erfindun 9 '* ™ Vektor, der mindestens eine Kopie einer 
« ^ ndu "^9 emafie " Nukle " 1 saure enth&N. Der Vektor kann ein prokaryontischer Vektor oder ein eukaryonti- 
5 I ? Sem - B6iSpiele f0r P^ontische Vektoren sind Plasmide. Cosmide, BakteZ^lZlZlZ 

sszTrFszzz ei r stra T: fi,ament6se ^^^en. ,b. Mia . r^sssE 1 : 

faZlT p Macular Clonrng. A Laboratory Manual. 2nd Edition (1989), Cold Spring Harbor 

vfkSr rPlarid. 1 " Pitel " ' 4 aUSfahrMCh beSChrieben - Vorzugsweise ist der pro^ontche 

so Andererseits kann der Vektor auch ein eukaryontischer Vektor sein, z.B. ein Hefevektor ein Pflanzen- 

l^^:i U V der < SV40 - Rinder-Papillomavirus, Epstein-Barr-Cs, I. Be^ ttr 

B^runnTri r°T ^ Sambr °° k * "- SUpr3 ' Kapitel 16 und Winnacter ' G «"« Klone. Eine 
Gentechnolo 9'« < 1 ^). VCH VenagsgeseHschaft. insbesondere in dem Kapite.n 5, 8 und 

55 Nu^Lri 6 ^ Ge9 ! nStand der vorii ^nden Erfindung ist eine Zelle, die mit einer erfindungsgemaBen 
S rhl 7«r! « ' em8m erfindun 9 s 9 emaB ^ Vektor transforms ist. Die Zelle kann eine prokaryonti- 
(z B ete Het 'ST 9ram - n ? ati ; e . B ^"enze«.e. insbesondere E.coli) oder eine «**yoJL?Z£> 
(z.B. e,ne Hefe-, Pflanzen- oder Saugerzelle) sein. Beispiele far geeignete Zellen und Verfahren zum 
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Einfuhren der erfindungsgemaBen Nukleinsaure in derartige Zellen finden sich in den obigen Literaturstel- 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Polypeptid, das von einer erfindungsgema- 
Ben Nukleinsaure codiert ist. Vorzugsweise ist das Polypeptid eine Kette eines humanen T-Zellrezeptors 
oder ein funktionelles Derivat. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Polypeptid, das eine Kette eines humanen T- 
Zellrezeptors Oder ein funktionelles Derivat davon ist und als Abschnitt der CDR3-Region 

(a) eine der in SEQ ID NO. 1 - 6 gezeigten Aminosauresequenzen oder 

(b) eine Aminosauresequenz mit einer aquivalenten Erkennungsspezifitat fur die Peptidkomponente des 
T-Zellrezeptorliganden aufweist. 

Vorzugsweise umfaBt das erfindungsgemafie Polypeptid eine vollstandige CDR3-Region einer Kette 
eines humanen T-Zellrezeptors. die neben den in SEQ ID NO. 1 - 6 angegebenen Sequenzen zusatzi.ch 
weitere AminosSuren und insbesondere eine der in Fig. 1 dargestellten vollstandigen CDR3-Aminosaurese- 
quenzen enthalt. Besonders bevorzugt enthSIt das Polypeptid weiterhin eine der in Fig. 2 dargestellten 
CDR1 oder/und CDR2-Aminosauresequenzen. 

Die Erfindung betrifft neben Polypeptides welche die in SEQ ID NO. 1 - 6 gezeigten Aminosaurese- 
quenzen aufweisen, auch noch solche Polypeptide, die eine Aminosauresequenz mit einer aquivalenten 
Erkennungsspezifitat fUr die Peptidkomponente des T-Zellrezeptorliganden aufweisen. Eine aquivalente 
Erkennungsspezifitat liegt vor, wenn die Proliferation von T-Zellen, die den entsprechenden T-Zellrezeptor 
tragen, durch eine Betazell-Membranantigenpraparation, die z.B. aus Ratteninsulinomzellen, Ratten.nselzel- 
len, humanen Inselzellen oder NOD-Mausinselzellen erhaltlich ist, stimulierbar ist. „ ~ ir4 „~ 

Vorzugsweise besitzt ein derartiges Polypeptid als Abschnitt der CDR3-Region eine der in SEQ ID NO. 
1 - 6 dargestellten Aminosauresequenzen. Andererseits kann das Polypeptid als CDR3-Reg.on auch erne 
aus den in SEQ ID NO. 1 - 6 dargestellten Aminosauresequenzen durch einen oder mehrere Aminosaure- 
austausche abgeleitete Sequenz aufweisen. Diese Aminosaureaustausche sind vorzugsweise konservative 
Aminosaureaustausche. Beispiele fur solche konservativen Aminosaureaustausche sind der Austausch einer 
hydrophoben Aminosaure gegen eine andere hydrophobe Aminosaure (z.B. Leu gegen lie oder Ala), der 
Austausch einer sauren Aminosaure gegen eine andere saure Aminosaure (z.B. Glu gegen Asp), der 
Austausch einer basischen Aminosaure gegen eine andere basische Aminosaure (z.B. Arg gegen Lys) oder 
, der Austausch einer polaren Aminosaure gegen eine andere polare Aminosaure (Asn gegen Gin oder Ser 
qeqen Thr) Weitere Beispiele fur konservative Aminosaureaustausche finden sich bei Dayhoff et al., in 
Atlas of Protein Sequence and Structure, Vol. 5, Suppl. 3 (ed. M.O. Dayhoff), p. 345, The National 
Biomedical Research Foundation, Washington, DC (1979). 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Polypeptid, das T-Zell-Rezeptoreigenschaf- 
i ten d h insbesondere die Fahigkeit zur Erkennung und Bindung eines von einem MHC-Molekul prasentier- 
ten Peptidliganden mit einer Bindungskonstante von vorzugsweise mindestens 10 ♦ l/mol aufwe.st und aus 
zwei der vorstehend genannten erfindungsgemaBen Polypeptide als Untereinheiten aufgebaut ist. wobe. 
eine Polypeptiduntereinheit eine a-Kette eines humanen T-Zellrezeptors Oder ein funktionelles Derivat 
davon ist und die andere Polypeptiduntereinheit eine fJ-Kette eines humanen T-Zellrezeptors oder ein 
3 funktionelles Derivat davon ist. . 

Die Herstellung eines solchen Polypeptids mit T-Zell-Rezeptoreigenschaften kann durch gememsame 
Expression der a- und /J-Kettenuntereinheiten in einer geeigneten Wirtszelle, z.B. einer Baktenen- oder 
einer Saugerzelle und anschlieBende Isolierung des Produkts aus der Zelle oder durch getrennte Expres- 
sion der einzelnen Untereinheiten und Rekombination in vitro erfolgen. 
s Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Antikorper gegen ein erfindungsgemaBes 
Polypeptid der gegen eine fur die Erkennung des Peptidliganden verantwortliche Region des Polypeptids 
qerichtet ist Vorzugsweise ist dieser Antikorper ein monoklonaler Antikorper oder ein Fragment eines 
monoklonalen Antikorpers (z.B. ein Fab-, F(abfc-. Fab 1 oder F(abVFragment). Vorzugsweise ist der 
Antikorper gegen eine CDR3-Region des Polypeptids oder einen Bereich davon genchtet. Derartige 
o AntikSrper konnen nach an sich bekannten Methoden durch Immunisierung eines Versuchstiers m.t einem 
Peptid Oder Polypeptid, welches eine erfindungsgemaSe CDR3-Region oder einen Abschnitt davon enthalt, 
und Gewinnung der resultierenden AntikSrper aus dem Versuchstier erhalten werden. Monoklonale Antikor- 
per konnen durch Fusion einer Antikorper-produzierenden B-Zelle des Versuchstiers mit einer Leukam.ezel- 
le nach der Methode von Kohler und Milstein oder einer Weiterentwicklung davon erhalten werden 
i5 Spezifische Beispiele fur die Herstellung solcher Antikorper finden sich bei Choi et al. (1991), Proc. Natl. 
Acad Sci. USA 88: 8357 und Zumla et al. (1992), Hum. Immunol. 35: 141. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine T-Zelle, die einen erfindungsgemaBen T- 
Zellrezeptor enthalt. Derartige T-Zellen konnen aus Patienten mit Typ I Diabetes isoliert werden. H.erzu 
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Zellpopulationen m eimm Typ I Diabetes-Paliemen P 9 " en au,oreak,i » e T " 

emspreCende "J^ dee "zeCelf lm eZZJ 0 ." "fT"*"" A "" k6rPe "' 9e9en aie 

er, a Z Mrt " n V ° r " e9ende ErtindUn9 * ""^ Abbildungee end SequeazprotokoHe 



Es zeigen: 
Fig. 1 



T-ZeTk!^^ T - Zellre -Ptoren aus den humanen 

T Zellklonen K2 12. K2.16 und K2.4 m den Verbindungsregionen zwischen V-und J- 
Gensegmenten (N- bzw. NDN-Regionen) 
F-g. 2a ^^ A 6 ^^Kp U T S T en ™ der T - Zellreze P*™ den humanen T-2ellklonen K2.12, 

Fin Ph ^ 4 den CDR1 '- CDR2 " und CDR3-Regionen, 

dH St Ch CDR3 ; R , e 9 ione ' 1 der - K ««e des humanen T-Zel.k.ons K2.4 und 
Fig 3 £ t'i T h h " manen T - Ze,lklons K* 12 mi * ™™en T-Zellrezeptoren, 

P o.ifera« 0 °n n ™ t^T -0 " ^ ^""^ Und ^e^ilien "ei Stimulierung der 
Proliferation von T-Zellen aus einem Diabetes-Patienten mit Betazell-Membranantige- 

SEQ ID NO. 1: die N "k'einsaure- und Aminosauresequenz eines Abschnitts aus der CDR3-Region 
der a-Kette des TCR aus dem Klon K2.12 

hi! N i1« in ? Ur ^o nd ^''"^^ewquenz eines Abschnitts aus der CDR3-Region 
der a-Kette des TCR aus dem Klon K2.16 ^ 

rf£ "Kin"? U ™ nd ^"^esequenz eines Abschnitts aus der CDR3-Region 
der a-Kette des TCR aus dem Klon K2 4 ney.u" 

SrK«t n H aUr ^« nd t?" 0 "*™"*^ eines Abschnitts aus der CDR3-Region 
der /S-Kette des TCR aus dem Klon K2.12 

2 ^"2^^ AminOS J uresec ' uenz eines Abschnitts aus der CDR3-Region 
aer 0-Kette des TCR aus dem Klon K2.16 und 

ZT^T'XrT Aminosaures ^^^ e-nes Abschnitts aus der CDR3-Region 
der 0-Kette des TCR aus dem Klon K2.4. 



SEQ ID NO. 2: 
SEQ ID NO. 3: 



SEQ ID NO. 5: 



Beispiel 1 

Herstellung von Membranantigenen 



von zellfragmenten wurde fur 5 M.nuten be. 900 g zentrifugiert. Der resultierende Oberstand wurde fur 30 
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Minuten bei 13000 g zur Pelletierung der Membranen erneut zentrifugiert. Diese Membranen wurden 
zweimal in Tris-HCI (50 mM. pH 7,4) mit wiederholter Zentrifugation fur 20 Minuten bei 27000 g gewaschen. 
Das Pellet wurde in Tris-HCI resuspendiert und Aliquots wurden bei -70 -C aufbewart. Der Proteingehalt 
wurde nach dem Verfahren von Lowry et al. ((1951), J. Biol. Chem. 193: 265) unter Verwendung von 
Rinderserumalbumin als Standard ermittelt. 

Beispiel 2 

Erzeugung von Antigen-spezifischen T-Zellen 

Aus peripheren mononuklearen Blutzellen eines Typ I Diabetes-Patienten, die in Kulturmedium unter 
Zusatz von 10 % Hitze-inaktiviertem Humanserum, 25 % T-Zellwachstumsfaktor (Lotze et al. (1980), J. 
Immunol 124- 2927) und 40 ug/ml der in Beispiel 1 hergestellten BMA-PrSparation stimuliert wurden, wurde 
eine T-Zellinie erhalten. Nach 24 h wurde neues Kulturmedium mit 40 U/ml rekombinantem IL-2 zugesetzt. 
Die T-Zellinie wurde wochentlich durch Zugabe von bestrahlten (60 Gy) autologen Lymphoblastoidzellen 
(LCL) als Antigen-prasentierenden Zellen und 20 ug/ml BMA restimuliert und fur 40 Tage in Kultur 
gehalten Die autologen Lymphoblastoidzellen stammten von einer Zellinie, die durch Transformation der 
peripheren mononuklearen Blutzellen des Patienten mit 50 % eines Epstein-Barr-Virus enthaltenden 
Uberstands hergestellt wurde, der aus einer 12 Tage-Kultur einer Marmoset-Zellinie (ATCC CRL 1612) und 
1 % PHA (Difco Co., Detroit) erhalten wurde. 

AnschlieSend wurden die Zellen gesammelt und in Kulturmedium (RPMI 1640, 2 mM L-Glutamm, 2 mM 
Na-Pyruvat 100 U/ml Penicillin. 100 ug/ml Streptomycin und 10 % fotales Kalberserum (FCS, BRL Gibco, 
Freiburg)) unter Zusatz von 50 % FCS und 10 % Dimethylsulfoxid eingefroren und in fliissigem Stickstoff 
aufbewahrt Aus dieser T-Zellinie wurden T-Zellklone durch Stimulation mit BMA fur 8 Tage nach der von 
van Vliet et al supra, beschriebenen Methode hergestellt. Die Zellen wurden mit einer Konzentration von 
0 5 Zellen pro Loch in Kulturmedium mit 10 % Humanserum in 96 Loch-Flachbodenmikrotiterplatten 
ausplattiert. die autologe lymphoblastoide Zellen (4 x 10* Zellen/Loch, mit 60 Gy bestrahlt), einen Pool 
peripherer mononuklearer Blutzellen von 6 Donoren (8x10* Zellen/Loch, mit 40 Gy bestrahlt) und 40 ug/ml 
BMA in einem Gesamtvolumen von 200 ul/Loch enthielten. Nach 2 Tagen wurden 50 ul fnsches 
Kulturmedium mit 10 % Humanserum und 40 U/ml rekombinantem IL-2 pro Loch zugesetzt. Die wachsen- 
den Klone wurden auf 24 Loch-Kulturplatten (Greiner, Frickenhausen, Deutschland) uberfuhrt und wochent- 
lich durch Zugabe von 10 ug/ml BMA und bestrahlten autologen Lymphoblastoidzellen restimuliert. 



Antigen-spezifische Proliferation der T-Zellinie und der T-Zellklone 

Nach der Methode von Wank et al. ((1979), Scan. J. Immunol. 9 (6): 499) wurden Proliferationsassays in 
96-Loch-Flachbodenplatten durch Inkubation von 10* T-Zellen mit 2,5 x 10 s bestrahltenautologen periphe- 
ren mononuklearen Blutzellen und 10 ug/ml Membranpraparationen verschiedener Quellen fUr 3 Tage 
durchgefuhrt. Als Kontrolle wurden Zellen mit autologen peripheren mononuklearen Blutzellen Oder Lymp- 
hoblastoidzellen alleine inkubiert. 18 Stunden vor der Beendigung des Tests wurde 1 uCi mit Tritium 
markiertes Methylthymidin ( 3 H-TdR; DuPont de Nemours, Deutschland) zugegeben. Die Proben wurden 
gesammelt und die Aufnahme von 3 H-TdR wurde durch Flussigkeitsszintillationszahlung gemessen. 

Drei Klone, K2.4, K2.12 und K2.16, die die starksten Proliferationsreaktionen mit BMA im Vergleich zur 
Kontrolle zeigten, wurden mit verschiedenen Membranpraparationen getestet. Tabelle 1 faBt die Ergebnisse 
dieses Experiments zusammen. Die T-Zellinie und die Zellklone zeigten eine starke Proliferation mit 
Membranantigenpraparationen von Ratteninsulinomzellen (BMA), Ratteninselzellen, humanen Inselzellen 
und NOD-Mausinselzellen. dagegen praktisch keine Proliferation mit Membranantigenpraparationen yon 
Rattenmilz, humanen SW579 Zellen und CAKI-Zellen oder autologen peripheren mononuklearen Blutzellen 
(PBMC) und Lymphoblastoidzellen. 
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Versuche zur Erzeugung von BMA-spezifischen T-Zellinien von vier gesunden Donoren waren nicht 
erfolgreich. 



T-Zellrezeptor-Repertoireanalyse 

Gesamt-RNA aus der T-Zellinie wurde unter Verwendung von RNAzolB (CINNA/BIOTECX, Houston TX) 
angereichert. RNA wurde durch AMV-Reverse Transkriptase (Boehringer Mannheim GmbH Deutschland) 

w unter Verwendung von externen Primern, die spezifisch fur die konstanten Regionen des TCRa- Oder $- 
Lots (Ca1 und C*1) sind (Broeren et al. (1991), Eur. J. Immunol. 21: 569). in cDNA umgeschrieben. Die 
cDNA wurde dann unter Verwendung einer Palette von Oligonukleotiden, die aus 18 TOR V* Pav.es et^. 
(1991). N. Engl. J. Med. 325: 238) und 20 V/3-Familien (Choi et al. (1989), Proc. Natl. Acad. Sc.. USA 8a 
8941; Obata und Kashiwagi (1993). In: HLA 1991. K. Tsuji. M. Aizawa und T. Sasazukt, Hrsg Oxford 

r 5 Science Publications. Vol 1: 865-916) stammten. in Kombination mit aus der k 0 " 8 ^ 6 "" 6 ^"^^' 
den Primern C«2 und C02 (Broeren et al. (1991), supra) amp.ifiziert. D,e Bed.ngungen *ur d.e PCR l waren 
wie folgt: Nach einem anfanglichen Denatuherungsschritt bei 94 -C fur 5 M.nuten wurden 30 Zyklen m,t dre, 
Schritten bei 94'C, 56'C und 72 'C fur jeweils 30 Sekunden durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden auf 4 
% Agarosegelen aufgetrennt und analysiert. Der Prozentantei. von jeder TCR V«- Oder ^Genfam.he . wurde 

20 durch Division der Bandenintensitiat im Gel durch die Summe der Bandeninten Sl taten fur alle Va- oder Vp- 

Gen S' TCrT^ V/J-Repertoire der BMA-reaktiven Zellinie wurde nach 8 und 40 Tagen Regulation 
mit BMA bestimmt und mit dem von unstimulierten PBMC verglichen. Die PT0Z l ntan ^ eS ^ r ^ 
Va-Gene in Bezug auf die Gesamtzahl von Va-Gentranskripten varnerte zw IS chen PBMC und der BMA 

25 stimulierten T-Zellinie zu beiden Zeitpunkten. , ♦»„-,«»„ 

in Figur 3 ist das TCR-Repertoire von unstimulierten PBMC (gepunktete Balken) m.t e-ner 8-tag.gen 
Restimulation (schraffierte Balken) und einer 40-tagigen Restimu.ation (schwarze Balken) BMA-spe^,- 
schen T-Zellinie verglichen. Nach 8-tagiger Stimulation waren d.e Ante, le an Vol. 8 1 1 ^d J2 Genen 
erhoht, wahrend nach 40-tagiger Stimulation die Expression von V«1 und insbesondere V«12 ^ark zunahm^ 

ao In Figur 3 ist der Einflufi der BMA-Stimulation auf das V/3-Repertoiregeze.gt. Es .st zu erkennen daB 
sich die Anteile der V/55.2, 12, 16 und 18 Gensegmente mit der Zeitdauer der BMA-Stimul.erung erhoht. 

Beispiel 5 

35 Hemmung der Proliferation durch monoklonale Anti-HLA-Antikorper 

Die folgenden monoklonalen Antikorper wurden in den Proliferation-lnhibitionsuntersuchungen verwen- 
def W6/32 gegen Klasse l-MolekUle (Barnstable et al. (1978), Cell 14:9); L243 gegen HLA-DR ^ampson 
und Levy (198^). J. Immune. 125: 293); 2aB8 gegen HLA-DR4, 16.23 gegen HLA-DR3 und DRw6 (Johnson 

40 et a. (1982), J. Exp. Med. 156: 104). TG22 gegen HLA-DR und DQ (Ziegler et al. (1986). ^"^^ 
171 A) G2b.2 gegen HLA-DQw1 (Parham et al. (1983). Hum. Immunol 8: 141); LY6 gegen HLA-DQw2 und 
7bF4 gegen HlIdQwS. Die monoklonalen Antikorper 16.23 und G2b.2 wurden den Kulturen als Asc.tes- 
Flussigkeiten mit einer 1/100 Endverdunnung zugesetzt und die restlichen Anfkorper wurden als Hybndom- 
Uberstande mit einer 1/3 EndverdGnnung verwendet. rfi ctrinaier- 

45 Die Klone K2.4, K2.12 und K2.16 wurden in Proliferationshemmungsuntersuchungen auf HLA-restr.ng.er 
te Erkennung einer Reaktion gegen BMA unter Verwendung der oben genannten HLA-spezrf.schen 

^Das "dS SKi in Tabelle 2 dargesteHt. Es ist zu erkennen, daB die ^.ifera—t^ 
nen der Klone stark durch den mit HLA-DQ-Mo.ekO.en reagierenden monok.ona.en Antikorper ^ so- 
so durch den fur HLA-DQw1 spezifischen monoklonalen Antikorper G2b.2 gehemmt wurden. D,ese Ergebn.sse 
zeigten, daB die Proliferationsreaktionen aller drei Klone durch DQw1 restringiert wurden torciirhtfin 

9 Somit prasentiert ein HLA-Moleku. des Typs DQw1 das Peptid fur ^" ^»re-p 
T-Zellklone Die beiden Allele, die fur das DQw1-Molekul kodieren. s.nd DQA1-Q103 nd DQB1 0603- Die 
HLA-DQwI-Nukleotidsequenzen sind bei Marsh und Bodmer (1992). Hum. Immunol. 35: 1 beschneben. Auf 
55 diese Literaturstelle wird ausdrucklich Bezug genommen. 
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Beispiel 6 

T-Zellrezeptorsequenzierung 

5 Die Preparation von cDNA aus den T-Zellklonen und die PCR wurden wie oben beschrieben durchge- 

fuhrt. Die TCR a- und /3-Amplifikationsprodukte wurden mit QUIAEX (Diagen, DUsseldorf, Deutschland) aus 
einem Agarosegel isoliert und nach der von Casanova et al. ((1990), Nucleic Acids Res. 18: 4028) 
beschriebenen Methods unter Verwendung der internen Sequenzierungsprimer T-Ca (Davies et al. (1991), 
supra) und 3"-C/S (Choi et al. (1989), supra) und des Enzyms Sequenase 2.0 (USB, Cleveland, Ohio) 

jo sequenziert. PCR-Produkte wurden nur mit den Primern Va1 und V/39 fQr den Klon K2.4, den Primern Va5 
und V08 fur den Klon K2.12 und den Primern Va12 und V016 fur den Klon K2.16 erhalten. 

Es wurden die Verbindungsregionen der TCR a- und 0-Ketten der Klone K2.4, K2.12 und K2.16 
einschlieBlich der J-Gensegmente und der 3'-Region der V-Gensegmente sequenziert. Jeder Klon expri- 
mierte einen unterschiedlichen T-Zellrezeptor (Figur 2). Die TCR a-Kette des Klones K2.12 war aus Va5.1 

75 und JaG, diejenige von Klon K2.16 aus Va12.1 und JaAB11 und diejenige von Klon K2.4 aus Vot1.3A und 
Jc08-Gensegmenten zusammengesetzt. Die TCR 0-Kette des Klons K2.12 enthielt V08.1 und J/J1.5. 
Diejenige des Klons K2.16 enthielt V016.1 und J02.3 und diejenige des Klons K2.4 enthielt V09.2 und 
J/32.4. 

In Fig. 1 ist die Nukleinsauresequenz und die abgeleitete Aminosauresequenz der TCR a- und 0- 
20 Verbindungsregionen zwischen V- und J-Gensegmenten der untersuchten Klone gezeigt. Die Bezeichnun- 
gen der exprimierten V- und J-Gensegmente wurden gemafi der Nomenklatur des XI International Histo- 
compatibility Workshop (Obata und Kashiwagi (1993), supra) zugeordnet. Grenzen der V- und J-Genseg- 
mente sind angegeben. Die Aminosauren sind unter Verwendung des Einbuchstabencodes angegeben. 
In Fig. 2a ist ein Aminosauresequenzvergleich der TCR o- und /3-CDR1-, CDR2- und CDR3-Sequenzen 
25 der Klone K2.12, K2.16 und K2.4 gezeigt. Weiterhin ist in Fig. 2b ein Aminosauresequenzvergleich der 
CDR3,S-Sequenzen des Klons K2.12 und des Maus-T-Zellklons 4-1-E.2 (Nakano et al. (1991), J. Exp. Med. 
173: 1091) und ein Aminosauresequenzvergleich der CDR3er-Sequenzen des Klons K2.4 und des Maus-T- 
Zellklons 7-10-D.3 (Nakano et al., supra) dargestellt. Beide Maus-T-Zellklone wurden aus NOD-Mausen 
isoliert und induzierten nach Ubertragung in gesunde, subletal bestrahlte l-E + NOD Mause Insulitis. 

30 
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S EQUENZ PROTOKOLL 

SEQ ID NO . 1 : 
LANGE: 15 Nukleotide 
5 Aminosauren 

CTA GAG AAC ACA GGC 
L E N T G 



SEQ ID NO. 2: 
LANGE: 36 Nukleotide 
12 Aminosauren 

CTG AGT GAG GCC CCG AAT TAT GGT GGT GCT AG 
LSE APNYGGAT 

SEQ ID NO. 3 : 
LANGE: 3 0 Nukleotide 
10 Aminosauren 

GTG ACC ACT CAG TTT TCT GGT GGC TAC AAT 
VT TQFSGGY N 

SEQ ID NO- 4 : 
LANGE: 27 Nukleotide 
9 Aminosauren 

AGT AGT GAC AGG TTA GGC AAT CAG CCC 
SSDRLGNQP 
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SEQ ID NO. 5: 
LANGE: 33 Nukleotide 
11 Aminosauren 

AGC CAA GAT CGA CTG AGG GGT GTC GCA GAT ACG 
SQDRLRGVADT 



SEQ ID NO. 6: 
LANGE: 18 Nukleotide 
6 Aminosauren 

AGC CAA GAG GCC GAC ATT 
S Q E A D I 



Patentanspruche 

1. Nukleinsaure, die fur einen Abschnitt aus der CDR3-Region einer Kette eines humanen T-Zellrezeptors 
codiert, umfassend: 

(a) eine der in SEQ ID NO. 1-6 dargestellten Nukleinsauresequenzen, 

(b) eine Nukleinsauresequenz, die einer der Sequenzen aus (a) im Rahmen der Degeneration des 
qenetischen Codes entspricht, Oder »,,,••• 

(c) eine Nukleinsauresequenz. die eine Homologie von mindestens 80 % zu einer Nukleinsaurese- 



quenz aus (a) oder/und (b) aufweist. 

2. Nukleinsaure nach Anspruch 1. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sie fUr eine vollstSndige CDR 3-Region codiert. 



40 a Nukleinsaure, die fOr eine Kette eines humanen T-Zellrezeptors Oder eines funktionellen Derivats davon 
codiert, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB ihre CDR 3-Region eine Nukleinsaure nach Anspruch 1 oder 2 enthalt. 

45 4. Nukleinsaure nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet, _ . . . . . . 

daB sie far eine a-Kette eines humanen T-Zellrezeptors oder eines funktionellen Derivats davon cod.ert 
und ein exprimiertes V-Gensegment aus den Genfamilien V«1, Va5 oder Va12 enthalt. 

so 5. Nukleinsaure nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sie ein exprimiertes Va1.3a-, V«5.1- oder Va12.1-Gensegment enthalt. 

6. Nukleinsaure nach Anspruch 5, 
55 dadurch gekennzeichnet, 

daB sie ein exprimiertes JaG, JaAB11 oder Ja08-Gensegment enthalt. 
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7. Nukleinsaure nach.Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

s 

8. Nukleinsaure nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl sie ein exprimiertes WJ8.1-, V09.2- oder V/316.1-Gensegment enthalt. 

10 9. Nukleinsaure nach Anspruch 7 Oder 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sie ein exprimiertes J/31 .5-, J02.4- oder J/J2.3-Gensegment enthalt. 

10. Vektor, 

75 dadurch gekennzeichnet, 

daB er mindestens eine Kopie einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 9 enthalt. 

11. Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

20 ^Lforr^erTir " aCh 6inem der 1 bis 9 oder einem Vektor nach Anspruch 10 

12. Polypeptid, 

dadurch gekennzeichnet, 

25 daB es von einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 9 codiert ist. 

13. Polypeptid nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

^ dafl es eine Kette eines humanen T-Zellrezeptors oder ein funktionelles Derivat davon ist. 

TZ^Z^o^™* hUmane " oder ein funktione.les Derivat davon ist und 

cJg^r So^^r oaT ° ,09ie ^ mind6StenS 80 % ZU ^ in SEQ ' D N °- 1 ■ 6 
SSSr aqUiVa ' enten Erke " n ^ S — "r die Peptidkomponente 

15. Polypeptid nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, 



ze a n a e u^e is T SChni,t CDR3 " Regi0n eine der in SEC > 10 ^O. 1 ■ 6 dargestellten Aminosauresequen- 

Polypeptid nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es als Abschnitt der CDR3-Region eine aus den in SEQ ID NO. 1 - 6 dargestellten Aminosaurese- 
quenzen durch e,nen oder mehrere Aminosaureaustausche abgeleitete Sequenz aufweTst 

Polypeptid nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es als Abschnitt der CDR3-Region eine aus den in SEQ ID NO. 1-6 gezeigten Aminosaurese- 
IZZZZej!™ ^ k ° nS6rVatiVe ^'"^^usche abVeS ^n~ e 



18. Polypeptid, 

dadurch gekennzeichnet, 

b^s^?al S 2 SnZf„t r S e e ;. aufweist und aus ™ ei Polypeptiden nach einem der Anspruche 12 
TVl^eZl ^Tu T 1 ISt n W0b8i 8ine Po, VP e P« d ^^nheit eine .-Kette eines humanen 
Ze,,reze P tors °*» em funktionelles Denvat davon ist und die andere Polypeptiduntereinheit eine 0- 
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Kette eines humanen T-Zellrezeptors oder ein funktionelies Derivat davon ist. 

19. Antikorper gegen ein Polypeptid nach einem der Anspruche 12 bis 18, der gegen eine fur die 
Erkennung des Peptidliganden verantwortliche Region gerichtet ist. 

s 

20. Antikorper nach Anspruch 19. 
dadurch gekennzelchnet, 

daB er gegen eine CDR3-Region gerichtet ist. 

ro 21. T-Zelle, 

dadurch gekennzelchnet, 

daB sie einen T-Zellrezeptor nach Anspruch 18 enthait. 

22 Pharmazeutische Zusammensetzung, die als aktive Komponente eine Nukleinsaure nach einem der 
is Anspruche 1 bis 9, ein Polypeptid nach einem der Anspruche 12 bis 18, einen Antikorper nach 
Anspruch 19 oder 20 oder eine T-Zelle nach Anspruch 21 enthalt. 

23. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach Anspruch 21 zur Herstellung eines 
diagnostischen oder/und therapeutischen Mittels fur Typ l-Diabetes. 

20 24. Verwendung eines Antikorpers nach Anspruch 19 oder 20 zur Herstellung eines Impfstoffes gegen 
autoreaktive T-Zellpopulationen. 

25. Verwendung eines Polypeptids nach einem der Anspruche 12 bis 18 oder einer T-Zelle nach Anspruch 
25 21 zur Herstellung eines Immunogens. 

26. Verwendung nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die T-Zelle attenuiert wird. 

27. Verwendung nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzelchnet 

daB die Attenuierung der T-Zelle durch Bestrahlung oder/und Hitzebehandlung erfolgt. 

as 28. Komplex, umfassend ein Polypeptid nach Anspruch 18 und ein Peptid-prMsentierendes HLA-Molekul 
der Klasse DQw1 . 
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